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Abstrak  
Tanaman Kitolod (Isotoma longiflora (L) C.Presl) diduga memiliki aktivitas antikanker. Pada 
penelitian sebelumnya tanaman kitolod memiliki aktivitas antikaker terhadap sel WiDr dan sel 
HeLa. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui aktivitas sitotoksik ekstrak etanol, fraksi polar, 
semipolar, dan nonpolar tanaman kitolod terhadap sel kanker payudara T47D dan golongan 
senyawa yang terkandung pada ekstrak etanol dan fraksi tanaman kitolod. Serbuk herba kitolod 
dimaserasi dengan pelarut etanol 96%. Fraksinasi menggunakan metode kromatografi cair vakum 
dengan menggunakan fase diam silika G60 dan fase gerak n-heksan:etil asetat (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 
5:5) dan etanol 96%. Identifikasi golongan senyawa menggunakan metode KLT dengan fase gerak 
n-heksan:etil asetat (7:3). Hasil KLT divisualisasi menggunakan reagen semprot dragendorf, 
anisaldehid, FeCl3, dan sitoborat. Uji sitotoksik dilakukan menggunakan metode MTT assay. Hasil 
uji sitotoksik menunjukkan bahwa ekstrak etanol, fraksi polar, semipolar, dan nonpolar tanaman 
kitolod memiliki aktivitas sitotoksik yang lemah terhadap sel T47D dengan nilai IC50 secara 
berurutan 418,46; 665,74; 526,18; 856,12 µg/mL. Hasil identifikasi golongan senyawa 
menunjukkan pada ekstrak etanol dan fraksi polar mengandung alkaloid, terpenoid, saponin, 
fenolik, tanin, dan flavonoid, sedangkan fraksi semipolar dan nonpolar mengandung golongan 
senyawa yang sama dengan ekstrak etanol kecuali alkaloid. 
Kata Kunci: Isotoma longiflora (L) C.Presl, MTT assay, Sel T47D, Sitotoksik. 
 Abstract  
Kitolod herbs (Isotoma longiflora (L) C.Presl)  predicted have anticancer activity. In the previous 
research, kitolod herbs have anticancer activity on WiDr and HeLa cells.  This study aims to 
determine the cytotoxic activity of ethanol extracts, polar, semipolar and nonpolar fractions of 
kitolod herbs against breast cancer cells T47D and the chemical compounds contained in the 
samples. Samples was macerated by 96% ethanol. Fractionation performed by Vacum Liquid 
Chromatography method with G60  silica as stationary phase and as the mobile phase n-hexane: 
ethyl acetate (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5) and ethanol 96%.  The chmical compounds were identificatied 
by TLC method with n-hexane: ethyl acetate (7:3) as mobility phase and used reagents like 
dragendorf,  anisaldehid, FeCl3, and sitoborat. Cytotoxic test performed on cancer cells T47D 
using MTT assay method. Cytotoxic test results showed that the ethanol extract, polar, semipolar, 
and nonpolar fractions of kitolod herbs have low cytotoxic activity to against T47D cells with IC50 
values respectively were 418,46; 665,74; 526,18; 856,12 µg/mL. The chemical compounds classes 
showed  the ethanol extracts and  polar fraction contains alkaloids, terpenoids, saponins, phenolic, 
tannins and flavonoids. The semipolar and nonpolar fractions contains similiar compounds with 
similiar to ethanol extract except alkaloids. 
Keywords: Isotoma longiflora (L) C.Presl, MTT assay , T47D cells, Cytotoxic. 
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1. PENDAHULUAN  
Kanker adalah penyakit yang disebabkan adanya pertumbuhan sel tubuh yang tidak 
terkendali dan tidak terkontrolnya pembelahan sel (Dipiro et al., 2008). Angka kejadian kanker 
payudara di Indonesia sebesar 12,10% terbanyak kedua setelah kanker serviks yaitu sebanyak 
19,18%  (Tjindarbumi and Mangunkusumo, 2002). Sumber dari kanker payudara yaitu kelenjar, 
jaringan, dan saluran penunjang payudara selain kulit (Dipiro et al., 2008), yang tumbuh di bagian 
duktus dan menyebar pada bagian stroma kemudian membentuk jaringan ikat padat yang disertai 
dengan munculnya peradangan.  Kanker payudara menyerang jaringan epithelial payudara yaitu 
bagian membran mukosa dan kelenjar sehingga kanker payudara dikategorikan dalam karsinoma 
(Tambunan, 1993). 
Pengobatan kanker ada beberapa jenis diantaranya yaitu kemoterapi, radioterapi, 
pembedahan, dan terapi biologi (Manuaba, 2010). Dampak pengobatan kanker dengan kemoterapi 
salah satunya menyebabkan allopecia, pengobatan radiasi mempunyai efek samping mual muntah, 
dan terapi dengan pembedahan tidak sepenuhnya dapat mengangkat jaringan tubuh yang rusak 
karena kanker (Dipiro et al., 2008). Berdasarkan alasan tersebut maka mendorong peneliti terus 
mengembangkan agen sitotoksik yang berasal dari bahan alam (Pelengaris and Khan, 2006). 
Senyawa yang berasal dari bahan alam memiliki efek samping lebih minimum dan aman digunakan 
bila dibandingkan dengan pengobatan kemoterapi, radiasi, dan pembedahan.  
Salah satu jenis bahan alam yang diduga mempunyai aktivitas antikanker yaitu tanaman 
kitolod (Isotoma longiflora (L) C. Presl). Tanaman tersebut merupakan jenis tanaman liar yang 
banyak ditemukan di Indonesia, khususnya pada habitat yang memiliki kelembaban yang cukup 
seperti aliran sungai dan semak-semak (Tjitrosoepomo, 2007). Saat ini, tanaman kitolod masih 
dianggap sebagai tanaman gulma. Secara empiris, tanaman kitolod digunakan sebagai antibakteri, 
obat mata, katarak, sakit gigi, asma, bronkitis, luka, radang tenggorokan, dan antikanker. 
Kemampuannya sebagai obat karena tanaman kitolod memiliki kandungan senyawa metabolit 
sekunder berupa alkaloid, saponin, polifenol, flavonoid, dan tanin (Siregar, 2012). Aktivitas 
sitotoksik penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa daun kitolod memiliki aktivitas sitotoksik 
terhadap sel kanker kolon WiDr dengan nilai IC50 191,74 µg/mL (Maghfiroh, 2015). Sejauh 
pengetahuan peneliti belum banyak penelitian ilmiah mengenai uji aktivitas antikanker dari tanaman 
kitolod, maka penelitian ini memiliki tujuan untuk mengetahui potensi antikanker ekstrak etanol, 
fraksi polar, semipolar, dan nonpolar herba kitolod terhadap sel kanker payudara T47D dan 
mengetahui jenis golongan senyawa yang terdapat pada ekstrak etanol serta bentuk fraksinya.  
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2. METODE  
Ekstraksi herba kitolod menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 96%. Hasil 
ekstrak kental yang telah didapat dilanjutkan dengan proses fraksinasi yang sebelumnya didahului 
dengan optimasi fase gerak ntuk mencari fase gerak yang sesuai, menggunakan metode 
Kromatografi Lapis Tipis. Perbandingan fase gerak yang digunakan yaitu 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, dan 5:5. 
Ekstrak kental yang didapatkan dari proses maserasi dan remaserasi dilarutkan menggunakan 
metanol. Ekstrak yang dibutuhkan untuk satu kali proses Kromatografi Cair Vakum yaitu 20 g dan 
diimpregnasi dengan silika impreg G60 sebanyak 2 kali berat sampel. Selanjutnya, sampel yang telah 
terimpregnasi dimasukkan ke dalam kolom Kromatografi Cair Vakum dan dilakukan elusi dengan 
pelarut. Pelarut yang dimasukkaan ke dalam kolom berdasarkan tingkat kepolarannya yaitu n-
heksan:etil asetat mulai dari 9:1, 8:2, 7:3, 6:4, dan 5:5. Masing-masing elusi ditampung dengan 
volume 150 ml sebanyak 16 botol dan kemudian diuapkan dengan bantuan rotary evaporator 
(Haryoto et al., 2015). Hasil evaporasi dari 16 botol, digolongkan menjadi fraksi polar, semipolar, 
dan nonpolar dengan metode kromatografi lapis tipis. Fase gerak yang digunakan n-heksan:etil asetat 
(7:3) dan fase diam silika GF 254. Uji kandungan senyawa juga menggunakan kromatografi lapis 
tipis, dengan fase diam silika GF 254 yang diaktifkan pada oven dengan suhu 110
o
 C selama 1 jam 
dan fase gerak n-heksan:etil asetat (7:3). Larutan uji ditotolkan hingga beberapa kali totolan pada 
plat silika GF 254 dengan jarak pengembangan elusi 5cm sehingga didapatka pemisahan yang 
sempurna. Kromatogram di amati dibawah sinar UV 254 dan 366 nm, dan dilanjutkan dengan 
penyemprotan menggunakan pereaksi semprot dragendorf, sitoborat, anisaldehid-H2SO4, dan 
FeCl3.Uji sitotoksik menggunakan metode MTT assay. Ekstrak kental etanol 96%, fraksi polar, 
semipolar, dan nonpolar masing-masing ditimbang 10 mg kemudian dilarutkan menggunakan 
DMSO 1%. Masing-masing sampel dibuat mejadi 5 seri konsentrasi yaitu 31,25 µg/mL, 62,5 µg/mL, 
125 µg/mL, 250 µg/mL, dan 500 µg/mL. Setiap sumuran 96 well plate berisi 100 µL. Sel T47D yang 
konfluen diinkubasi selama 1 hari, selanjutnya diberikan larutan MTT dan diinkubasi sampai 
terbentuknya kristal formazan yang berwarna ungu. Diinkubasi selama 2-4 jam, setelah itu 
ditambahkan SDS 10% dalam 0,01 N HCl sebagai reagen stopper. Diinkubasi semalam dengan suhu 
kamar. Pada akhir masa inkubasi serapan dibaca dengan ELISA reader dengan panjang gelombang 
594 nm. Data absorbansi yang diperoleh digunakan untuk menghitung persen sel hidup, yang nantiya 





3. HASIL DAN PEMBAHASAN  
3.1 Fraksinasi 
Berdasarkan hasil optimasi didapatkan fase gerak n-heksan:etil asetat (7:3) yang akan 
digunakan untuk fraksinasi Kromatografi Lapis Tipis. Proses fraksinasi dilakukan satu kali dengan 
hasil 16 botol hasil fraksinasi, kemudian hasil tersebut dikelompokkan berdasarkan tingkat 
kepolarannya menjadi fraksi polar, semipolar, dan nonpolar (Gambar 1).  Penggolongan tersebut 
berdasarkan tingkat kepolaran. Pada plat KLT, analit yang tertahan pada fase diam dikategorikan 
dalam fraksi polar, karena fase diam memiliki sifat lebih polar dibandingkan dengan fase gerak, 
sedangkan untuk analit yang ikut terelusi oleh fase gerak dikategorikan ke dalam fraksi non polar 
(Saifudin, 2014). Pengelompokkan tersebut sebagai berikut fraksi polar 15 dan 16, fraksi semipolar 
9, 10, 11, 12, 13, dan 14, dan fraksi nonpolar 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, dan 8. 
 
 
Gambar 1.Kromatogram hasil fraksinasi fase gerak n-heksan : etilasetat (7:3) dan fase diam plat KLT silika GF 254 
dan diamati di UV 366 nm ). 
 Pada gambar 1, terjadi diffusi eddy dimana terlihat bahwa kromatogram yang sudah 
dielusi mengalami pelebaran pita dan terjadi resistant mass transfer antara analit dengan fase diam 
dan fase gerak, hal ini dapat terjadi bila fase gerak mengalir dengan cepat dan analit kuat terikat 
pada fase diamnya, maka sebagian analit yang dipisahkan tidak efisien. Salah satu kejadian dalam 
sistem kromatografi adalah perluasan puncak sebagai senyawa yang bergerak melalui kolom 
kromatografi. Sebuah sistem kromatografi yang ideal akan menghasilkan puncak garis lurus yang 
tidak ada perluasan. Proses tertentu yang terjadi dalam sistem kromatografi dapat menyebabkan 
perluasan puncak, hal ini dipengaruhi oleh variabel eksperimental.  
 
3.2 Uji kandungan golongan senyawa ekstrak etanol, fraksi polar, semipolar, dan nonpolar 
 Uji golongan senyawa yang digunakan yaitu Kromatograf Lapis Tipis. Fase gerak yang 
digunakan untuk mengelusi yaitu n-heksan: etil asetat (7:3). Identifikasi golongan senyawa 
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Gambar 2. Kromatogram hasil KLT Ekstrak Etanol Herba Kitolod dengan fase gerak N-heksan :EtilAsetat (7:3). 
Sebelum diberi pereaksi (a), diamati pada UV 254 nm (b), diamati pada UV 366 nm (c), kromatogram diamati disinar 















Gambar 3. Kromatogram hasil KLT Fraksi Polar dengan fase gerak EtilAsetat : N-heksan (9:1). Sebelum diberi 
pereaksi (a), diamati pada UV 254 nm (b), diamat ipada UV 366 nm (c), kromatogram diamati disinar tampak, 







Gambar 4. Kromatogram hasil KLT Fraksi Semipolar Herba Kitolod dengan fase gerak N-heksan :EtilAsetat (7:3). 
Sebelum diberi pereaksi (a), diamati pada UV 254 nm (b), diamati pada UV 366 nm (c), kromatogram diamati disinar 
























Gambar 5. Kromatogram hasil KLT Fraksi Nonpolar Herba Kitolod dengan fase gerak N-heksan :EtilAsetat (7:3). 
Sebelum diberi pereaksi (a), diamati pada UV 254 nm (b), diamati pada UV 366 nm (c), kromatogram diamati disinar 
tampak, anisaldehid- H2SO4 (d), Dragendorf (e), FeCl3 (f), Sitoborat diamati di UV 366 nm (g). 
 
Deteksi pertama menggunakan dragendorf, pereaksi semprot ini spesifik untuk mendeteksi 
kandungan golongan senyawa alkaloid. Keberadaan senyawa alkaloid ditandai dengan warna orange 
kecoklatan dilihat pada sinar tampak (Wagner and Bladt, 1996). Dragendorf mengandung potasium 
iodide bismuth, atom N pada senyawa alkaloid dapat berikatan dengan atom K pada potasium iodide 
bismuth dan membentuk kompleks sehingga menimbulkan warna coklat pada saat disemprot dengan 
dragendorf. Deteksi berikutnya menggunakan reagen semprot sitoborat, untuk mengetahui adanya 
kandungan golongan senyawa flavonoid. Deteksi warna dilihat dibawah sinar UV 366 nm dengan 
fluorosensi warna kuning-biru kehijauan (Markham, 1982). 
 Deteksi kandungan senyawa saponin dan terpenoid menggunakan anisaldehid-H2SO4, kedua 
senyawa tersebut memiliki ikatan ganda yang terbatas, semakin terbatasnya ikatan ganda suatu 
senyawa akan menyebabkan intensitasnya semakin lemah, oleh karena itu untuk memvisualkan 
bercak perlu dilakukan derivatisasi, salah satunya dengan reagen annisaldehid-H2SO4. Annisaldehid 
dengan bantuan H2SO4 akan memperpanjang rantai konjugasi dari senyawa target  yang 
menyebabkan terbentuknya warna violet pada cahaya tampak (Saifudin, 2014). Kandungan polifenol 
ditunjukan dengan terbentuknya bercak berwarna abu-abu kehitaman setelah disemprot dengan 
reagen FeCl3 (Wagner and Bladt, 1996), hasil yang positif menunjukan bahwa ada gugus fenol dalam 






































































































Keseluruhan dari hasil uji kandungan golongan senyawa menggunakan KLT menunjukkan 
bawah ekstak etanol dan fraksi polar tanaman kitolod mengandung alkaloid, terpenoid, saponin, 
fenolik, tanin, dan flavonoid. Sedangkan fraksi semipolar dan nonpolar mengandung terpenoid, 
saponin, fenolik, tanin, dan flavonoid.  
3.3 Uji sitotoksik terhadap sel T47D  
Pengujian aktivitas sitotoksik ada beberapa cara yaitu diantaranya LDH (lactate 
dehydrogenase leakage assay), protein assay, MTT (methyltetrazolium assay), dan neutral red 
assay (Fotakins and Trimbell, 2005). Metode MTT dan neutral red assay memiliki sensitivitas 
yang lebih baik untuk uji sitotoksik dibandingkan dengan LDH dan protein assay. Uji sitotoksik di 
dalam penelitian ini menggunakan metode MTT assay. Metode ini dipilih karena memiliki 
keuntungan diantaranya sensitivitas dan reproduktivitas yang tinggi, mudah untuk dilakukan, dan 
efisiensi waktu karena cepat dalam pelaksaannya (Ferrari and Fornasiero, 1990). Metode MTT 
assay termasuk metode kolorimetrik. Reagen MTT merupakan garam tetrazolium larut air dan 
menghasilkan larutan berwarna kuning. Garam ini dapat dipecah menjadi kristal formazan yang 
tidak larut air oleh enzim dehidrogenase suksinat yang terdapat dalam jalur respirasi mitokondria 
sel (Van et al., 2011). Enzim dehidrogenase suksinat akan mengubah MTT berwarna kuning yang 
larut air menjadi krista formazan yang tidak larut air dengan warna ungu. Pada sel aktif, enzim 
mitokondria akan memetabolisme garam tetrazolium sehingga terjadi pemutusan cincin 
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tetrazolium dan mengakibatkan tetrazolium berubah menjadi kristal formazan (Gambar 10). SDS 
10% dalam 0,01 N HCl menghentikan reaksi enzimatik dan melarutkan kristal formazan 
(Mosmann, 1983). 
                                      
    MTT     FORMAZAN 
Gambar 6. Mekanisme pembentukan kristal formazan oleh enzim suksinat dehidrogenase pada mitokondria sel hidup 
Intensitas warna ungu menunjukan banyaknya sel aktif yang masih hidup. Semakin pekat 
warna ungu yang dihasilkan maka menyebabkan absorbansi yang dihasilkan semakin besar karena 
jumlah sel kanker yang hidup semakin banyak. Sel kanker yang telah diberi perlakuan namun masih 
hidup dan tetap aktif tidak mengalami perubahan morfologi dan warna. Sedangkan sel yang sudah 











Gambar 7. Sel T47D normal tanpa perlakuan (A),  sel yang mendapat perlakuan ekstrak etanol 250 µg/mL (a: sel yang 
mati, b: sel yang hidup) (B), dan  terbentuknya kristal formazan pada perlakuan ekstrak etanol 250 µg/mL setelah MTT 
(c: Kristal formazan) (C). 
Berdasarkan hasil perhitungan yang telah dilakukan diperoleh nilai IC50 ekstrak etanol yaitu 
418,46 µg/mL, fraksi polar sebesar  665,75 µg/mL, fraksi semipolar sebesar 526,18 µg/mL, dan 
fraksi nonpolar yaitu sebesar 856,12 µg/mL. Perhitungan fraksi polar, semipolar, dan nonpolar 
ekstrak etanol dilakukan dengan cara ekstrapolasi, sehingga nilai IC50 menjadi bias. 
Berdasarkan hasil nilai IC50 ekstrak etanol dan ketiga fraksinya menunjukkan bahwa 
semuanya memiliki potensi sebagai agen sitotoksik yang lemah dalam menghambat pertumbuhan 
sel kanker T47D. Menurut National Cancer Institute (NCI), suatu seyawa dapat dikategorikan 
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potensial memiliki aktivitas sitotoksik bila nilai IC50 <100 µg/mL, aktivitas sitotoksik lemah IC50 
<1000 µg/mL, dan tidak memiliki aktivitas sitotoksik jika IC50 >1000 µg/mL. 
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Gambar 8. Grafik hubungan konsentrasi dengan persen sel hidup setelah diberi perlakuan ekstrak etanol, fraksi polar, 
semipolar, dan nonpolar. 
Hasil aktivitas sitotoksik tertinggi ada pada ekstrak etanol herba kitolod. Ekstrak etanol yang 
sudah diuji secara kualitatif, mengandung golongan senyawa alkaloid, terpenoid, saponin, fenolik, 
tanin, dan flavonoid. Menurut penelitian yang telah dilakukan oleh Ren et al., (2003) kandungan 
golongan senyawa flavonoid memiliki kemampuan untuk meghambat pertumbuhan sel kanker, 
dengan mekanisme molekuler yaitu inaktivasi senyawa antiproliferatif, penghambatan angiogenesis 
serta daur sel, karsiogenik, induksi apoptosis dan aktivitas antioksidan, sehingga penghambatan 
terjadi baik pada tahap inisiasi ataupun progresi. Penelitian lainnya menunjukkan bahwa, golongan 
senyawa akaloid mempunyai kemampuan sitotoksik terhadap sel kanker T47D (Lu et al., 2012). 
Senyawa fenolik juga memiliki kemampuan untuk menghambat aktifasi NF-kB dan signalling 

























sistem imunitas tubuh untuk menghambat angiogenesis sel kanker (Wahle et al., 2009). Namun hasil 
penelitian ini menunjukkan ekstrak etanol tanaman kitolod yang mengandung alkaloid, flavonoid, 
dan polifenol kurang memiliki aktivitas antikanker terhadap sel T47D. Hal ini diduga karena 
konsentrasi golongan senyawa alkaloid, flavonoid, dan polifenol sangat kecil dalam tanaman kitolod 
atau jenis senyawa yang terkandung dalam alkaloid, flavonoid, dan polifenol tidak bersifat 
sitotoksik. 
4. PENUTUP  
KESIMPULAN 
Berdasarkan dari hasil penelitian dan analisis data yang telah dilakukan, maka disimpulkan bahwa: 
Ekstrak etanol, fraksi polar, semipolar, dan nonpolar herba kitolod (Isotoma longiflora (L) C.Presl) 
memiliki aktivitas sitotoksik lemah terhadap sel T47D dengan masing-masing nilai IC50 yaitu 418,46 
µg/mL, 665,74 µg/mL, 526,18 µg/mL, dan 856,12 µg/mL. Golongan senyawa kimia yang 
terkandung dalam ekstrak etanol herba kitolod (Isotoma longiflora (L) C.Presl) dan fraksi polar 
antara lain alkaloid, terpenoid, saponin, fenolik, tanin, dan flavonoid, sedangkan pada fraksi 
semipolar dan non polar mengandung terpenoid, saponin, fenolik, tanin, dan flavonoid. 
 
SARAN 
Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai aktivitas sitotoksik tanaman kitolod terhadap sel 
kanker lainnya seperti kanker leukimia (P388), kanker kolon (WiDr), dansel yang normal (selvero) 
untuk mengetahui keamanan aktivitas sitotoksikya dan pengujian lebih lanjut untuk mengetahui 
kandungan senyawa penanda yang ada dalam ekstrak etanol, fraksi polar, semipolar, dan nonpolar 
tanaman kitolod yang memiliki aktivitas antikanker. 
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